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論文内容要旨
 聞質性肺炎とは,肺胞腔と血管との問の壁(肺胞隔壁)を首座とした急性炎症反応が認められる肺炎のこ
 とである。間質性肺炎の特徴としては,上記急性炎症時に認められる肺胞隔壁の破壊に基づいた肺胞腔内
 への血漿タンパク質や炎症細胞の漏出等を認める急性肺傷害を伴う.また,肺胞隔壁の過剰な破壊が認め
 られるため,代償的に過度の組織修復が進行することで慢性的には線維化進行が認められ,その進行は肺
 線維症を呈する。症状としては息切れや動脈血での低酸素血症および肺胞でのガス換気能低下等が認められ,
 最終的には呼吸不全で死に至るという経過を辿る,非常に予後の悪い疾患である。間質性肺炎の現行治療
 法としては,メチルプレドニゾロン(MP)等のステロイド剤のパルス療法が施されているものの,治療抵
 抗性を呈しており,有効な治療薬が存在しないのが現状である。そのため,医療現場から同肺炎に対する
 有効な治療薬の創出を切望する声は非常に強い.近年,ステロイドに対して治療抵抗性を示す間質性肺炎
 患者にカルシニューリン阻害剤であるシクロスポリンA(CsA)が奏功するとの報告がなされ,同肺炎で認
 められる急性肺傷害に対するカルシニューリン阻害剤の有効「生が提唱されている、このことは,同肺炎の
 発症においてカルシウム・カルモジュリン依存性のセリン・スレオニン脱リン酸化酵素であるカルシニュー
 リンが関与している可能性を示唆するものである。
 タクロリムス(FK506)はCsAと同様,カルシニューリン阻害剤として知られており,臓器移植または
 骨髄移植患者で認められる急性拒絶反応を抑制する免疫抑制剤として世界中で使用されている。さらに,
 近年アトヒ。一性皮膚炎や慢性関節リュウマチに対する有望な治療薬としても上市されている。FK506は23
 員環マクロライド・マクロラクタム構造を有しており,細胞質内においてFKBPと複合体を形成し,本複
 合体がカルシニューリンと結合することによって,その立体構造が変化し,核内転写因子であるNF-Arの
 脱リン酸化反応を阻害する。その結果,1しつを始めとする種々のサイトカインの発現が転写レベルで抑制
 される。元々,カルシニューリンはTceil内において発見されたが,近年Tc認等の免疫系細胞以外にも全
 身組織に広く発現分布することが確認されており,さらに多くの重要な機能を有することが証明されつつ
 ある。
 間質性肺炎および急性呼吸促迫症候群等の種々の肺疾患において,急性肺傷害が共通して認められる。
 このことは,急性肺傷害が種々の肺疾患の発症に必須の基本的因子であると考えられる。従って,急性肺
 傷害発症のメカニズムを解明することは,問質性肺炎を始めとする種々の肺疾患の治療薬を創出する上で
 極めて重要な意義を有している。
 種々の急性肺傷害動物モデルにおいて,CsAが有効性を示すとの報告が存在するものの,カルシニュー
 リン阻害剤を用いての急性肺傷害抑制メカニズムの解明について論じた報告は現時点で皆無に等しい。従っ
 て,本研究では,以上の背景を踏まえ,カルシニューリン阻害剤であるFK506の複数の急性肺傷害モデル
 での効果の検討を行うと同時に,同検討を通じて急性肺傷害発症メカニズムの解明を行った.
 急性期の間質性肺炎患者において,動脈血中酸素分圧等の血液ガスパラメーターの経時的な悪化が認め
 られ,最終的に死に至るという経過を辿る。そこで,問質性肺炎の急性期において認められる急性肺傷害
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 およびそれに伴って認められる動脈血中酸素分圧の悪化や生存率の低下に対するFK506の薬理学的効果を
 検討することを目的として,上記臨床経過を反映するリポポリサッカリド(LPS)/ホルボールエステル(PMA)
 誘発イヌ急性肺傷害モデルに対するFK506の効果を現行治療剤として用いられているメチルプレドニゾロ
 ンの効果と比較検討した。その結果,FK506は同モデルで認められる急性肺傷害を有意に抑制することで,
 最終的な生存率を改善した.一方,メチルプレドニゾロンは本モデルで認められる急性肺傷害を全く改善
 しなかった.以上の結果は本モデルが臨床経過を十分に反映するとの報告があること,およびステロイド
 に治療抵抗性を示したという両面において,急性期の間質性肺炎モデルどして妥当なものであることを示
 している。同時に,同モデルにおけるFK506の有効性が認められたことから,FK506は急性期の間質性肺
 炎のような重度の急性肺傷害を改善する作用を有する可能性が示唆された.
 ブレオマイシン気管内投与誘発マウス肺傷害モデルでは,気管巾投与後初期に重度の急性肺傷害を認め
 ると同時に死亡に至るような重篤な推移を辿る.本モデルで認められる急性肺傷害には肺胞隔壁を首座と
 する肺胞炎や肺胞上皮細胞傷害を伴った肺胞腔側へのマクロファージや好中球を主体とした炎症細胞の顕
 著な浸潤が認められる。近年,本マウスモデルで認められる急性肺傷害が問質性肺炎をはじめとした種々
 の肺疾患で認められる急性肺傷害と酷似することが報告されている.また,細菌等の内因性の要因にて発
 症する欝SIPMA誘発イヌ急性肺傷害モデルにおいて,肺胞炎や肺胞上皮細胞傷害を伴った肺胞腔側への顕
 著な好中球浸潤が認められ,病態成立に関与することが示唆されている.薬剤や粒子等の外因性の要因に
 て発症するブレオマイシン気管内投与誘発マウス急性肺傷害は,好中球を主体とした病態発症という点で,
 間質性肺炎時に認められる急性肺傷害を十分に反映しているものと考えられる.そこでFK506の急性肺傷
 害発症抑制の作用メカニズムを解明することを目的として,ブレオマイシンの気管内投与によって惹起さ
 れる急性肺傷害に対するFK506の作用を検討すると共に,急性肺傷害発症のメカニズムを解析した。ブレ
 オマイシン誘発急性肺傷害モデルにおいて,好中球遊走作用を有するケモカインの産生・発現上昇,好中
 球浸潤・タンパク質漏出・肺胞上皮細胞のアポトーシス発現が認められた。以上の変化に対して,FK506
 はいずれも有意な抑制作用を示し,本モデルの生存率を改善したが,ステロイドは上記反応に対して奏功
 せず,生存率を改善しなかった。以上の結果は,ブレオマイシンによる急性肺傷害発症に,肺胞上皮細胞
 で産生されるケモカインによる好中球の肺胞腔側への顕著な遊走作用に基づく炎症反応の維持・増強と共
 に過剰なアポトーシスに起因した過度の肺胞構造破壊が関与することを示した.従って,FK506の急性肺
 傷害抑制作用機序の一端には,上記炎症反応に対する抗炎症作用に基づく好中球浸潤抑制および抗アポトー
 シス作用に基づく肺胞構造の保持が関与していることが示唆された。
 元来,肺胞上皮細胞はガス換気や肺胞腔側への血漿等の液性成分の漏出を制限する物理的なバリアーと
 しての役割を果たしているに過ぎないと考えられていたが,近年では気道・肺胞炎症の成立・維持の観点
 より炎症性細胞としての役割をも有することが注目されている.そのため,肺胞上皮細胞が様々な刺激を
 受けると,気道・肺胞炎症に関与するメディエ一夕ーの発現・産生が惹起されるのみならず,過度の傷害
 を受けることによって,肺胞上皮細胞自身が本来有するバリアー機能が損失することによって,急性肺傷
 害が発症する。
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 グラム陽性・陰性細菌を始めとした種々の外来刺激によって,肺胞上皮細胞内に顕著なカルシウム流入が
 認められ,カルシウムイオン依存性のシグナルがサイトカイン・ケモカイン等のpro-i頑ammatorymediator
 の産生・発現を誘導し,炎症反応成立・維持に関与すると同時に過剰のネクローシス性細胞傷害誘発にも
 関与することが知られている.また,臨床および動物モデルにおいて,急卜生肺傷害発症時にFasを介した
 過剰なアポトーシス性の肺胞上皮細胞傷害や炎症の維持・増強が認められる。さらに,近年FK506がラッ
 ト皮質ニューロンのアポトーシスに基づく細胞死に対して抑制作用を有すること等が報告されており,急
 性肺傷害時に認められる肺胞上皮細胞の過度のアポトーシスに起因する細胞傷害にFK506は抑制作用を有
 する可能性が推察される。そこで,近年炎症細胞としても注目され,急性肺傷害発症に関与する肺胞上皮
 細胞に対するFK506の保護的作用機序を解明することを目的として,ヒト肺胞上皮細胞株であるA549細
 胞を用いて,Fasやカルシウムイオノフォアで誘発されるiL-8産生・発現および細胞傷害に対するFK506
 の作用を検討すると同時に,その作用機序を検討した.その結果,FK506はFasで誘発される1L-8発現・
 産生および顕著なカスパーゼ3の活性上昇を伴うアポトーシス性の細胞傷害に対して有意な抑制作用を示
 した。カルシウムイオノフォアで誘発される1L-8産生・発現にもFK506は有意な抑制作用を示したものの,
 細胞傷害に対しては何ら作用を示さなかった.FK506による上記既一8発現・産生抑制がラパマイシンの併
 用処置により拮抗されたこと,A549細胞内でFKBP,カルシニューリン,NF一纒の一連の伝達経路の存在・
 活性化が認められたことから,FK506の保護作用機序の一つとして,肺胞上皮細胞内のカルシニューリン
 阻害作用が関与することが示唆された.
 以上の結果を総括すると,FK506による急性肺傷害抑制作用機序として,急性肺傷害発症に寄与する肺
 胞上皮細胞内のカルシニューリン阻害が関与していること,および本阻害作用に起因した抗炎症および抗
 アポトーシス作用に基づいた炎症反応の軽減および肺胞構造保持が関与していることが明らかになった.
 以上より,FK506はカルシニューリン阻害作用を介して,急性期の問質性肺炎での急性肺傷害を改善する
 有望な治療薬となりうることが示唆された.
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 審査結果の要旨
 問質性肺炎の治療は,メチルプレドニゾロン(MP)等のステロイド剤のパルス療法が施されているものの,
 治療抵抗性を呈することが多く,現在真に有効な治療薬は存在しない。そのため,同肺炎に対する有効な
 治療薬の創出を切望する医療現場から声は非常に強い。シクロスポリン(CsA)が種々の急性肺傷害動物モ
 デルにおいて有効性を示すことが報告されているものの,カルシニューリン阻害剤を用いた急性肺傷害抑
 制メカニズムを研究した報告はない。本研究では,複数の急性肺傷害モデルにおけるカルシニューリン阻
 害剤であるタクロリムス(FK506)の効果を検討すると同時に,同検討を通じて急性肺傷害発症メカニズム
 の解明を行った。
 リポポリサッカリド(LPS)/ホルボールエステル(P躍A)誘発イヌ急性肺傷害モデルに対するFK506の
 効果をメチルプレドニゾロンの効果と比較検討した。その結果,FK506は同モデルで認められる急性肺傷
 害を有意に抑制することで,最終的な生存率を改善した。一方,メチルプレドニゾロンは本モデルで認め
 られる急性肺傷害を全く改善しなかった.ブレオマイシン誘発急性マウス肺傷害モデルにおいて,好中球
 遊走作用を有するケモカインの産生・発現上昇,好中球浸潤・タンパク質漏出・肺胞上皮細胞のアポトー
 シス発現が認められた。以上の変化に対して,FK506はいずれも有意な抑制作用を示し,本モデルの生存
 率を改善したが,メチルプレドニゾロンは上記反応に対して奏功せず,生存率を改善しなかった。次に,
 炎症細胞としても注目され,急性肺傷害発症に関与する肺胞上皮細胞に対するFK506の保護的作用機序を
 解明することを目的として,ヒト肺胞上皮細胞株であるA549細胞を用いて,Fasやカルシウムイオノフォ
 アで誘発されるIL-8産生・発現および細胞傷害に対するFK506の作用を検討すると同時に,その作用機序
 を検討した。その結果,FK506はFasで誘発されるiL-8発現・産生およびカスパーゼ3の活性上昇を伴う
 アポトーシス性の細胞傷害を有意に抑制した。カルシウムイオノフォアで誘発される乱一8産生・発現にも
 FK506は有意な抑制作用を示したものの,細胞傷害に対しては何ら作用を示さなかった。FK506による上記
 {L-8発現・産生抑制がラパマイシンの併用処置により拮抗されたこと,A549細胞内でFKBP,カルシニュー
 リン,NF-ATの一連の伝達経路の存在・活性化が認められたことから,FK506の保護作用機序の一つとして,
 .肺牽上皮細胞内のカルシニューリン阻害作用が関与することが示唆された。
 以上のように,本論文はFK506がカルシニューリン阻害作用を介して,急性期の間質性肺炎での急性肺
 傷害を改善する有望な治療薬となりうることを示した重要な研究であり,博士(薬学)の学位論文として
 合格と認める。
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